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中 文 摘 要 








目的：Gadd45b 作为 DNA 损伤修复的重要相关基因家族成员之一,该基因
编码的蛋白 Gadd45β 是一种酸性核蛋白，它参与细胞周期停滞、DNA 损伤修
复、细胞生存与凋亡的调节，可能参与了 FSGS 的足细胞损伤。观察 FSGS 患
者 Gadd45b 的表达分布，有助于加深对 FSGS 发病机制的认识。明确 Gadd45b
在 FSGS 患者肾小球中表达的变化、定位以及与患者临床病理指标的相关性。  
方法：选取成人 FSGS 患者 37 例：门周型（n=3），细胞型(n=2)，塌陷性
(n=1)，顶部型(n=1)，和经典型（n=30）。肾切除癌旁组织（n=8）作为对照。
实时定量 RT-PCR 检测 FSGS 患者肾小球 Gadd45b 基因表达的变化。免疫组化
法分析肾组织 Gadd45β 的表达强度与分布。免疫荧光行肾组织 Gadd45β 和
synaptodin、WT-1 双套染，并采用胶体金免疫电镜技术明确 Gadd45β 在肾小球
中的定位。用累积光密度（IOD）来计算 FSGS 患者肾小球 Gadd45β 的表达强
度，并分析其与临床病理指标的相关性。 
结果：（1）实时定量 RT-PCR 结果显示 FSGS 患者肾小球 Gadd45b 基因表
达显著高于正常组对照组（p<0.05）。（2）正常对照组肾小球 Gadd45β 弱阳
性。免疫组化半定量结果显示，FSGS 患者 Gadd45β 表达显著高于正常对照组
















性的标志物 synatopodin，WT-1 分布有一致的地方；免疫电镜发现 Gadd45β 在
足 细 胞 上 表 达 。 （ 3 ） FSGS 患 者 肾 小 球 Gadd45β 表 达 与 蛋 白 尿
（r=0.667,p<0.0001）、血肌酐(r=0.3609,p=0.0028)、甘油三酯(r=0.4527,p=0.0049)
正相关，血清白蛋白（r=-0.3713,p=0.0237）负相关。 
结论：Gadd45b 与足细胞损伤关系密切，肾小球 Gadd45β 表达上调介导了





第二部分：探讨 Gadd45b 参与足细胞损伤机制 
目的: 探讨 Gadd45b 参与足细胞损伤机制。 
方法:（1）用 5ng/ml TGF-β 干预永生化的人足细胞不同的时间（15min、
30min、1h、4 h、12 h、24 h、36h、48h），实时定量 RT-PCR 检测 Gadd45b 基
因表达，Western blot 检测 Gadd45β、细胞内信号通路 MAPK p38 的磷酸化水
平、活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（cleaved caspase-3）以及足细胞裂孔隔
膜蛋白 CD2AP。实时细胞仪分析 TGF-β 刺激人足细胞引起细胞指数的变化，
磷脂酰丝氨酸外翻分析（Annexin V）法检测细胞凋亡指数。（2）质粒载体使
Gadd45β在人足细胞中过表达以及用 shRNA 方法使 Gadd45β在人足细胞中低表
达。TGF-β 分别刺激高表达 Gadd45β 的足细胞、低表达 Gadd45β 的足细胞以及
正常足细胞，然后用磷脂酰丝氨酸外翻分析（Annexin V）法检测细胞凋亡指
数。 
结果: 实时定量 RT-PCR 结果显示 5ng/ml TGF-β 作用足细胞使 Gadd45b 表
达显著上调，作用 1h 明显，随后呈时间依赖性下降，但 TGF-β 作用 48h 后
仍然高于对照组，Western blot 进一步证实了 RT-PCR 的结果。TGF-β刺激人足
细胞 24h 后出现足细胞裂孔膜蛋白 CD2AP 表达降低，且 48h 作用 明显； 
















48h 细胞指数 低。流式细胞术分析发现 TGF-β 刺激人足细胞 24h 后凋亡开始
出现并随着作用时间的增加而其凋亡率随着增加。过表达 Gadd45β 足细胞凋亡
明显增加（过表达组：15.07±1.274% vs 对照组：4.7±1.136%，P<0.01），TGF-
β 刺激过表达 Gadd45β 足细胞凋亡率显著大于过表达 Gadd45β 足细胞组（TGF-
β 刺激过表达组：57.97±2.627% vs 过表达组：15.07±1.274%， ）。低表达
Gadd45β 足细胞未见明显凋亡（低表达组： 6.533±1.665% vs 对照组：
3.767±1.069%，P>0.05），TGF-β 刺激低表达 Gadd45β 足细胞 48h 可引起凋亡
但比 TGF-β 刺激正常足细胞 48h 所引起的凋亡明显减少（TGF-β 刺激低表达
组：10.87±1.762% vs TGF-β刺激正常组：28.00±2.007%，P<0.01）。 
结论: TGF-β 刺激引起足细胞损伤，调控 Gadd45b 的表达；Gadd45β 参与
TGF-β诱导的足细胞凋亡。 

































Focal segmental glomerular sclerosis (FSGS) is one of the common causes in 
adult nephritic syndrome, with a yearly increasing prevalence. FSGS is clinically 
manifested as massive proteinuria and different degrees of podocytes injure. It is 
complicated by infection, acute kidney injury and renal venous thrombosis. Most 
patients are steroid resistant and progress renal dysfunction to end stage of renal 
disease. However, the pathogenesis of podocytes injure is not yet clear. It is of great 
importance to research the mechanism of podocytes injure underling FSGS. We 
designed the study in two parts: 
 
Part One: Expression of Gadd45b in glomeruli of adult patients with 
primary focal segmental glomerulosclerosis 
 
Objective: Growth arrest and DNA damge 45b (Gadd45b), one of the 
immportant members in DNA repair raleted gene family, encode the ptotien Gadd45β 
that is a kind of acidic nucleoprotein. Gadd45β take part in cell cycle arrest，DNA 
repair, cell survival and apoptosis, and is probably involed in podocytes injure of 
FSGS. Our study aimed at to observe glumerular expression of Gadd45b and to clear 
the location of Gadd45β and to analyze the correlations between Gadd45β expression 
and the clinicopathological parameters in FSGS ,that would give us new insights into 
the pathogensis of FSGS.  
Methodology: We studied Gadd45β expression in renal biopsies with perihilar 
(HILAR, n=3), celler (CELL, n=2), collapsing (COLL, n=1), tip lesion (TIP, n=1), 
and not other specified (NOS, n=30) FSGS variants. Samples from nephrectomy (n=8) 
served as normal controls. The expression of Gadd45b on glomerulus of focal 
segmental glomerirlosclerosis (FSGS) was detected by RT-PCR and 
immunohistochemistry. The definite location of Gadd45β expression in glomerulus 















correlations between Gadd45β expression and the clinicopathological parameters in 
FSGS subjects were analyzed. 
Results: The Gadd45b mRNA of FSGS were upregulated (p<0.05) while 
increased Gadd45β expression was observed in the glomeruluses of FSGS (p<0.01), 
compared with normal control kidneys, Gadd45β expression in the glomeruluses was 
demonstrated in podocytes by immunofluorescence and immunoelectron microscopy. 
In FSGS group, glomeruluses Gadd45β expression were significantly correlated with 
the degree of proteinuria (r=0.667, p<0.0001), serum creatinine (r=0.3609, p=0.0028), 
triglyceride (r=0.4527, p=0.0049), albumin (r=-0.3713, p=0.0237). 
Conclusion: There may be a close connection between Gadd45b and podocytes 
injury. Increased Gadd45β expression in FSGS may be involved in the development 
of proteinuria. For FSGS patients, positive staining of Gadd45β in podocytes may be 
a good marker to monitor the progress of disease.  




Part Two: To explore the underlying mechanism of Gadd45b 
participating in podocytes injury 
 
Objective: To explore the underlying mechanism of Gadd45b participating in 
podocytes injury 
Methodology: we treated the culture human podocytes with 5ng/ml TGF-β for 
different time (15min, 30min, 1h, 4h, 12h, 24h, 36h, 48h) and then examined the 
mRNA and protein Gadd45b, MAPK p38 and caspase-3 activation and podocyte slit 
diaphragm protein CD2AP. The cell index was monitored by cell real-time monitor 
and the apoptosis was analyzed by flow cytometry. Gadd45β plasmid and Gadd45β 















the Gadd45β overexpression, Gadd45β konkdown and normal control podocytes 
groups were treated by TGF-β and apoptosis was evaluated by flow cytometry. 
Results: Compared with the normal control group, the mRNA expression of 
Gadd45b increased in podocytes treated with 5ng/ml TGF-β (most significantly at 1h) 
and the decreased in a time-dependent manner，but still higher at 48h, that 
phenomemon was also obsvered by Western blot. TGF-β effectively activated p38 
and caspase-3 and reduced the expression of CD2AP from 24h in a time-dependent 
manner. Cell real-time monitor show that the cell index decreased from 24h and it 
reach the lowest at 48h. The apoptosis was observed after 24h TGF-β treatment and 
then apoptosis was increased significantly. The apoptosis was observed in Gadd45β 
plasmid transfected podocytes group (overexpression group: 15.07±1.274% vs control 
group：4.7±1.136%，P<0.01). In Gadd45β plasmid transfected podocytes group and 
TGF-β treatment group, the ratio of apoptotic cells was increased. That was more 
obvious in plasmid transfected podocytes group plus TGF-β treatment group 
(overexpression plus TGF-β treatment group：57.97±2.627% vs overexpression 
group：15.07±1.274%). No obvious apoptosis was found in the Gadd45β knock-
down group (knock-down group：6.533±1.665% vs control group：3.767±1.069%, 
P>0.05). The numbers of apoptotic podocytes, in response to TGF-β treatment were 
subdued mostly by Gadd45β shRNA through knock-down of Gadd45b gene(knock-
down plus TGF-β treatment: 10.87±1.762% vs TGF-β treatment group ：
28.00±2.007%，P<0.01). 
Conclusion: TGF-β can cause podocytes injury and upregulate the expression of 
Gadd45b. Podocytes apoptosis induced by TGF-β in vitro is partially dependent on 
the up-regulation of Gadd45β expression.  




















英文缩写 英文名称 中文名称 
FSGS focal segmental glomerulosclerosis 局灶节段性肾小球硬化 
Gadd45 growth arrest and DNA damage gene 
45   
生长抑制与 DNA 损伤基因
45 
TGF-β transforming growth factor-β 转化生长因子-β 
ESRD end stage renal disease   终末期肾病 
GBM   Glomerular basement membrane 基底膜    
CELL cellular 细胞型 
TIP   tip lesion 顶部型 
NOS not other specified 经典型 
HILAR perihilar 门周型 
COLL collapsing 塌陷型 
Chol Cholesterol 胆固醇 
TG Triglyceride 甘油三脂 
BUN blood urea nitrogen 血尿素氮 
Scr serum creatinine 血清肌酐 

















































图 1 局灶节段性肾小球硬化的哥伦比亚分型。图中 A：顶部型 B：细胞型 
C：塌陷性 D：经典型 E：门周型 
FSGS 患者的 5 年肾存活率为 45%-75%[9]。肾病范围蛋白尿、小管间质纤
维化、血肌酐升高、激素抵抗及非裔为 FSGS 预后不良的独立危险因素[10-13]。
FSGS 是肾移植术后复发的首要发病原因。FSGS 患者的 5 年移植肾存活率为
44%，明显低于非 FSGS 组（78%）；移植肾 FSGS 复发者的 3 年移植物存活率
20%，显著低于未复发组（68%）[14]。FSGS 相关的 ESRD 患者肾移植后复发率








性遗传。在常染色体显性遗传的 FSGS 中，部分患者是由于编码 α-actin 4 的
ACTN4 基因突变所致，通过改变足细胞骨架相关蛋白 actin 导致疾病，表现为
成年起病的激素抵抗型肾病综合征[17]；另一个基因突变定位于 11q21-22 的基因
TRPC-6（transient receptor potential cation channel-6），该基因编码的蛋白是一
种细胞表面的钙，尽管目前还不清楚该钙离子通道是如何调节足细胞结构与功
能，但可以推测 TRPC-6 通道在裂孔隔膜上的活性对于维持足细胞的结构是非
常重要的[18, 19]。常染色体隐形遗传相对多见， 多位于染色体 1q25-31 编码的足
细胞膜上 podocin 的基因 NPHS2 突变所致[20]。研究者发现在 46%的儿童起病的
家族性 FSGS 患者中以及 20%-30%散发的激素抵抗的儿童中存在 NPHS2 的基
因突变[21]。编码 nephrin 蛋白的基因 NPHS1 突变可引起先天性肾病综合症芬兰
型，nephrin 是足突裂隙膜上重要的功能蛋白，其病变可引发肾病水平的蛋白



















有价值的临床观察。Hoyer 等观察到 FSGS 患者肾移植术后短期内复发，首次
提出了循环渗透因子假说，Savin 等研究发现 FSGS 患者循环渗透因子可导致肾
小球基底膜对白蛋白的通透性增加而引发蛋白尿[26]。约 40%的 FSGS 患者肾移
植后复发，再次移植复发率达 80-100%，且血浆置换可以有效减少 FSGS 移植
后复发[27]，将移植后复发 FSGS 患者血清注入大鼠体内导致蛋白尿[28]。另外，
据报道一例 35 岁 FSGS 患者的新生儿出现蛋白尿和低蛋白血症，但出生后 1 周
蛋白尿消失[29]。一例 20 岁微小病变肾病的白人男性患者死亡后，其两个肾脏
分别移植给了 2 例原发病不是肾小球疾病的患者，这 2 例患者术后 6 周内蛋白
尿减少并消失，肾活检也恢复正常。上述研究与临床现象支持 FSGS 的发病和
加重与循环渗透因子密切相关，也启发临床科学家试图摸索应用免疫吸附和血
浆置换来治疗这类患者。CPF 的性质与来源目前还不是很清楚。据报道 CPF 是
一种分子量 30-50kD 的疏水糖基化蛋白，在 PH6.0 的溶液中带负电，不耐热，
100  10 min℃ 失活，对蛋白酶敏感，可被琼脂糖蛋白 A 和亲和胶吸附，能与阴





















图 2 足细胞相关蛋白的结构和分布 










放，对抗球内压力，合成 GBM 基质以及维持 GBM 代谢平衡中起着重要作用。
足细胞可通过分泌 ECM (层粘蛋白，Ⅳ型胶原) 以及相关的降解酶类（如明胶
酶 MMP-2，MMP-9）调节 GBM 代谢，从而维持 GBM 代谢平衡以及足细胞与





表 1 足细胞损伤的常见原因 













Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
